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@ Verfahren zum Anbinden von Nukleinsauren an eine Festphase 

(57) Es wird ein Verfahren zum Anbinden von Nukleinsau- 
ren an eine Festphase beschrieben, bei dem eine Nuklein- 
saure enthaltende Losung mit einer Festphase, die hydro- 
phobe und hydrophile Gruppen auf der Oberflache auf- 
weist, in Gegenwart eines Salzes und Polyethylenglykols 
in Kontakt gebracht wird, wobei die Nukleinsaure an die 
Oberflache gebunden wird. 
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Beschreibung 

Die Erlindung betrifft Verfahren zum Anbinden bzw. Im- 
iiiobilisieren von Nukleinsauren an eine FesLphase sowie 
zum Aufreinigen der gebundenen Nukleinsauren, wobei die 5 
Festphase mit hydrophilen und hydrophoben Gruppen be- 
legt ist. 

Fur viele Arbeitstechniken ist es erforderlich, daB die ein- 
gesetzten Nukleinsauren, insbesondere DNA, frei von sto- 
renden Begleitsubstanzen sind. Mit herkommlichen Verfah- lo 

ren erhaltene Nukleinsauren mlissen deshalb vor einer Wei- 
terverwendung in den meisten Fallen aufgereinigt werden. 
Beispielsweise miissen vor einer Sequenzierung von PCR 
(Polymerasekettenreaktion)-Produkten unemiinsche Ne- 
bcnproduktc, iibcrschussigcr Primer, nicht eingebaute Nu- 15 
kleotide und Salze des Reaktionspuffers abgetrennt werden, 
da sie die Sequenzierreaktion storen konnten. Auch bei einer 
Vervielfaltigung von DNA mit Hilfe von Zellen mu6 vor der 
Weiterverarbeitung der gewtinschten DNA eine Aufreini- 
gung crfolgcn, bei der das Zclldcbris nach einer Lyse abgc- 20 
IrennL wird. Die gewunschte DNA muB dann vor der Ver- 
wendung, z. B. fiir einen Restriktionsverdau oder eine Se- 
quenzierreaktion, von Verunreinigungen, wie RNA, Protei- 
nen, Salzen und dgl. befreit werden. Auch fiir eine quantita- 
tive Bestimmung von Nukleinsauren, beispielsweise iiber 25 
UV-Absorptionsniessungen, ist zunachsL eine Aufreinigung 
erforderlich, da fur eine fehlerfreie Bestimmung die verwen- 
dete Nukleinsaurelosung frei von anderen Bestandteilen 
sein muB, die im gleichen Wellenbereich wie das ge- 
wiinschte Produkt absorbieren, beispielsweise RNA, Pri- 30 
mer, Nukleotide und dgl. Auch bei einer Konzentrationsbe- 
stimmung durch fluorimetrische Messungen miissen aufge- 
reinigte Nukleinsauren verwendet werden, damit es nicht zu 
unspezifischer, das Ergebnis verfalschender Fluoreszenz 
kommt. 35 

Bei massenspektrometrischen Untersuchungen von Nu- 
kleinsauren, insbesondere DNA, beispielsweise mit 
MALDI-MS (Matrix assisted Laser Desorption/Ionisation- 
MassSpectrometry; Matrix-unterstutzteLaserdesorption/Io- 
nisations-Massenspektrometrie) ist es notig, daB die Probe- 40 
molekule weitgehend frei von Begleitstoffen, wie etwa Puf- 
fersubstanzen, Metallkationen, Primeriiberschussen, Pepti- 
den, Lipiden, DetergenLien und dgl., sind, welche die Ana- 
lyse storen konnten. Weiterhin wird eine Nukleinsaure zur 
Durchflihrung einer MALDI-MS -Analyse vorteilhafter- 45 
weise in die Ammoniumform iiberfuhrt. Auf diese Weise 
lassen sich diskrete Analytsignale und ein gutes Signal/ 
Rausch-Verhaltnis erreichen, und die Diskriminierung des 
Probensignals durch Begleitstoffe wird vermieden. 

Bei der Aufarbeitung von wenigen Proben kann die Auf- 50 
reinigung zwar manueU mit aufwendigen Techniken erfol- 
gen. /ur Bewaltigung einer groReren Anzahl von Proben ist 
es jedoch erforderlich, ein geeignetes, technisch einfaches 
und kostcngunstigcs Aufrcinigungsvcrfahrcn bcrcitzustcl- 
len, das automatisiert werden kann, um den geforderten 55 
Durchsatz zu bewaltigen. 

Hisher sind verschiedene Verfahren zur Aufreinigung von 
Nukleinsauren bekannt. Bei der Reinigung uber Saulen 
kommcn unterschiedUche Techniken zum Einsatz. Bei- 
spielsweise wird beim QIAquickPCR Purification Kit von 60 
Qiagen DNA mit Hilfe eines speziellen Bindungspuffers an 
eine Silicamembran adsorbiert. Der Bindungspuffer be- 
wirkt, daB nur DNA bestimmter Lange adsorbiert wird und 
iiberschussiger Primer und Nukleotide abgetrennt werden 
konnen. Nach deni Waschen der DNA wird diese dann mit 65 
einem geeigneten Elutionsmittel von der Saule eluiert. 

Bei der AusschluB-Cliromatographie w^ird eine fliissige 
Phase, welche geloste DNA enthalt, auf eine Gelmatrix ge- 
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geben, wobei die Makromolekiile in Abhangigkeit ihrer 
GroBe verschieden tief in das Netzwerk der Matrix eindrin- 
gen. Kleinere Molekule dringen tiefer ein als groBere Mole- 
kiile Lind werden somil langer auf der Saule zuruckgeh alien. 
Molekule, die groBer als die groBten Poren der verwendeten 
gequoUenen Gelmatrix sind, konnen die Gelkomer nicht 
durchdringen und wandern an diesen vorbei, so daB sie die 
Saule zuerst verlassen. Aufgrund der unterschiedlichen 
GroBe von gewiinschler DNA auf der einen Seite und Pri- 
mem und Nukleotiden auf der anderen Seite, karm eine Auf- 
reinigung erfolgen. Ein haufig verwendetes Material fiir die 
Gehnatrix ist Sephacryl von Pharmacia. 

liei den Saulentechniken wird das liluat iihlicherweise 
durch Zentrifugation erhalten, weshalb diese Techniken nur 
mit schr hohcm Auf wand automatisiert werden konnen. Da- 
mit sind Saulentechniken nicht fiir einen hohen Proben- 
durchsatz geeignet. Dariiber hinaus ist die Aufreinigung 
iiber Saulen mit einem komplexen apparativen Aufwand 
und damit mit hohen Kosten verbunden. 

Ein wcitcrcs Verfahren zur Aufreinigung von DNA ist die 
praparative Isolierung mittels Gelelektrophorese. Dabei 
werden die Molekule nach ihrer GroBe getrennt. Die ge- 
wunschte Bande mit den interessierenden Molekiilen wird 
ausgeschnitten, und diese werden dann direkt aus dem Gel 
eluiert. Auch dieses Verfahren ist nur schwer zu automati- 
sieren, wobei der limitierende SchritL das Ausschneiden der 
gewtinschten Bande ist. Diese Methode konnte deshalb bis- 
her nur fiir den manuellen Einsatz verwendet werden. 

Ein weiteres Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsau- 
ren ist die Magnetseparation mittels spezitischer Bindung 
der Nukleinsauren an eine funktionalisierte Oberflache. Bei 
einer spezifischen Bindung werden gezielt nur bestimmte 
DNA-Fragmente iiber hochaffine Wechselwirkungen oder 
kovalente Bindung an Partikel gebunden. Beispielsweise 
werden an mit immobilisiertem Streptavidin ausgestattete 
Magnetpartikel iiber hochaffine Wechselwirkungen biodny- 
hertc Produkte gebunden. Ncbcn der Verwendung von 
Oberflachen, die einen Partner eines spezifischen Bindepaa- 
res tragen, konnen auch Partikel verwendet werden, die an 
ihrer Oberflache einen Primer tragen. Unter geeigneten Hy- 
bridisierungsbedingungen werden dann nur Fragmente mit 
zu diesem Primer komplementarer Sequenz gebunden. 
Diese Verfahren erfordern jedoch eine aufwendige Vorberei- 
tung sowohl der Festphasen als auch der aufzureinigenden 
Molekule, beispielsweise durch Derivatisiemng und sind 
auf so vorbereitete Molekiile limitiert. 

WO 94/1 1 1 03 beschreibt solch ein Verfahren unter Ver- 
wendung von magnetisierbaren Polymerpartikeln, die auf 
ihrer Oberflache spezifische Affinitatsliganden tragen. 

EP 0 885 958 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung von 
DNA unter Verw^endung von mindestens zwei verschiede- 
nen IVIagnetpartikeln, die Partner eines spezifischen Binde- 
paares, beispielsweise Sonden, Biotin oder Streptavidin tra- 
gen. 

US-Patent 5,405,951 besclireibt ein Verfaliren, bei dem 
DNA unter Verwendung von chaotropen Salzen an Silica- 
oberflachen gebunden wird. Chaotrope Salze sind jedoch 
gesundheitsgefahrdend. Zudem ist bei dem im US-Patent 
5,405,951 beschricbcnen Verfahren ein Arbcitcn bei crhoh- 
ter Temperatur erforderlich. 

US-Patent 5,705,628 beschreibt ein Verfahren, bei dem 
DNA unter Verwendung eines Bindepuflfers an magnetische 
Mikropartikel gebunden wird, die eine mit Carboxylgrup- 
pen ausgestattete Oberflache aufweisen. AUerdings werden 
dort aufgrund der geringen Ausbeute relativ viele Partikel 
pro Probe benotigt und die Carboxylgmppen-Modifikation 
erlaubt nur die Verwendung von wenigen, speziellen Parti- 
kelsorten. 
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Aufgabe der Erfindung war es somit, ein Verfahren zur 
Immobilisierung/Anbindung bzw. Aufreinigung von Nukle- 
insauren bereitzustellen, welches die Nachteile der im Stand 
der Technik bekannlen Verfahren zuniindest leilweise ver- 
meidet und welches insbesondere cine einfache und kosten- 5 
effiziente Aufreinigung einer groBen Anzahl von Proben er- 
moglicht. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein 
Verfahren zum Anbinden von Nukleinsauren an eine Fest- 
phase, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB eine Nukle- lo 

insauren enthaltende Losung mit einer Festphase, die hydro- 
phobe und hydrophile Gruppen auf der Oberflache aufweist, 
in Gegenwart. eines Salzes und Polyethylenglykols in Kon- 
takt gebracht wird, wobei die Nukleinsauren an die Oberfla- 
che gcbundcn wcrdcn. Untcr dicscn Bcdingungcn bindcn 15 
die Nukleinsauremolekiile an besagte Oberflache und stehen 
somit fiir festphasengestutzte Waschvorgiinge bereit, wah- 
rend derer storende Substanzen effektiv abgetrennt. werden 
konnen und bei Bedarf die Probenmolekiile in die fiir die 
Masscnspcktromctric gunstigc Ammoniumform iibcrfuhrt 20 
werden konnen. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen Nuklein- 
sauren aus Losungen isoliert werden, wobei unter dem Be- 
griff Nukleinsaure auch deren Salze zu verstehen sind. Die 
Bindung der Nukleinsauren an die Oberflache der Festphase 25 
erfolgt bevorzugL reversibel und unspezifisch und ist soinit 
nicht durch spezielle hochaffine Bindepaare, wie etwa 
Streptavidin/Avidin, oder auf Nukleinsauren mit bestimm- 
ten Sequenzabschnitten begrenzt. Das Verfahren ist tech- 
nisch einfach durchzufiihren und kann ohne groBen Auf- 30 
wand automatisiert werden, so daB ein hoher Probendurch- 
satz bei geringen Kosten moglich ist. Das Immobilisieren 
und auch das Eluieren der Nukleinsauren von der Oberfla- 
che kann bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Weiter- 
hin wurde iiberraschenderweise festgestellt, daB Nuklein- 35 
sauren mit hoher Ausbeute an besagte Oberflachen gebun- 
dcn wcrdcn konnen. Dies hat zur Folgc, daB bei dem crfin- 
dungsgemaBen Verfahren weniger Partikel pro Probe einge- 
setzt werden miissen als bei bekannten Verfahren, wodurch 
eine weitere Vereinfachung und Kostenverringerung erzielt 40 
werden kann. 

Bevorzugt weist der mit der Losung in Kontakt gebrachte 
Tell der verwendeLen FesLphase einen Anteil v on > 1%, ins- 
besondere > 5% bevorzugt > 10% und von < 90%, insbe- 
sondere < 50% und bevorzugt < 30% an hydrophoben 45 
chemischen Oberflachengruppen auf. Dabei ist zu beachten, 
daB ab einem gewissen Anteil an hydrophoben Oberflachen- 
gruppen, der fiir die jeweiflge Festphase ohne weiteres vom 
Fachmann bestimmt werden kann, ein Verklumpen von 
Festphasenpartikeln in waBriger Losung auftritt, mit der 50 
Folge, daB die Festhase nicht mehr resuspendierbar ist. 

lirfindungsgemaB bevorzugt werden kleine, insbesondere 
magnetische Partikel eingesetzt, die auf ihrer Oberflache 
funktioncUc, hydrophobe Gruppen, wic ctwa Alkyl- oder 
Arylgmppen tragen, verwendet, woran Nukleinsauren un- 55 
spezifisch und reversibel gebunden werden konnen. Giinsti- 
gerweise werden aus der Umkehrphasenchromatographie 
bekannte funkdonelle Gruppen verwendet, da deren Immo- 
bilisicrung und Handhabung gut vcrstandcn und ctablicrt ist. 

Es ist auch moglich, eine Festphase mit mehreren, von- 60 
einander z. B. durch inerte Bereiche abgegrenzten aktiven 
Oberflachenbereichen zu verwenden, um mehrere raumlich 
voneinander abgegrenzte Reagenzfelder bereitzustellen. 

Besagte Oberflache auf der Festphase kann, sofem nicht 
vorhanden, durch Derivatisierung oder durch Beschichtung 65 
bereitgestellt werden. Diese Verfahrensweise hat den Vor- 
teil, daB das Material fiir die Festphase frei walilbar ist. Die 
hydrophoben chemischen Gruppen sind vorzugsweise orga- 
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nische Kohlenwasserstoff-enthaltende Gruppen und konnen 
cychsche, lineare oder/und verzweigte Strukturen aufwei- 
sen. Bevorzugt tragi die Oberflache (4-(^3o-Alkylgruppen, 
oder C5-C3o-Arylgruppen, insbesondere C6-C24-Alkylgrup- 
pen als funlvtionelle, hydrophobe Gruppen. Besonders be- 
vorzugt werden die Alk3dgruppen ausgewahlt aus Cg- Alkyl, 
Ci8- Alkyl und Mischungen davon, wobei Octadec3d-Ligan- 
den am meisten bevorzugt sind. 

Neben hydrophoben Gruppen weist die Oberflache wei- 
terhin hydrophile chemische Gruppen, z. B. Hydroxjd- oder/ 
und Oxidgruppen, auf, die ggf. bei einer der unten genann- 
ten Vor- bzw. Zwischenbeschichtungen bereits vorhanden 
sein konnen. Wie oben ausgefuhrt. neigen insbesondere 
kleine Partikel mit ausschfleBlich hydrophober Oberflache 
zum Verklumpen in waBrigcn Losungen. Dieses Problem 
kann vermieden werden, indem den funktionellen hydro- 
phoben Gruppen hydrophile Gruppen, insbesondere Hy- 
droxy! reste zur Seite gestellt werden. Die Hydroxylgruppen 
konnen anorganische Hydroxylgruppen, z. B. Kieselsaure- 
gmppcn, odcr/und organischc Hydroxylgruppen, z. B. 
Mono- oder Polysaccharide wie Agarose, umfassen. Weitere 
geeignete hydrophile Gruppen umfassen Carbonyl-, Car- 
boxyl-, Ester-, Amino-, Thiol-, Sulfat-, Sulfonyl- und ahnli- 
che Gruppen und Kombinationen sole her Gruppen. Auch 
Polyolderivate, wie etwa Polyalkylenglykolderivate konnen 
als hydrophile Gruppen eingesetzt werden. 

Die Anordnung und das Verhaltnis von hydrophoben und 
hydrophilen Gruppen in dem zur Anbindung der Nuklein- 
sauren vorgesehenen Bereich der Oberflache wird so einge- 
stellt, daJ3 die jeweiligen Partikel in waBriger Losung gerade 
nicht mehr verklumpen, die Bindung der Nukleinsaure aber 
noch wirksam stattfindet. Die funktionellen Gruppen sowie 
deren Anordnung konnen vom Fachmann den jeweiligen 
Parametem, wie etwa der PartikelgroBe, der Partikeldichte, 
dem Analyten etc. angepaBt ausgewahlt werden. Es ist bei- 
spielsweise moglich, die hydrophilen Gruppen in von den 
hydrophoben Gruppen abgegrenzten, scparatcn Mikrobcrci- 
chen aufzubringen. Bevorzugt ist jedoch eine "Mischober- 
flache", in der die hydrophoben und hydrophilen Gruppen 
nebeneinander vorhegen. Die hydrophilen Gruppen konnen 
auch durch geeignet substituierte organische Molektile, z. B. 
Hydroxy-substituierte Alkyle eingebracht werden. Ein Bei- 
spiel fur eine bevorzugte Mischoberflache ist eine Al- 
ky 1/OH-Oberflache, insbesondere eine Cig-Alkyl/OH-Ober- 
flache. 

Besagte Oberflachen konnen direkt oder mittels einer 
Vor- oder /wischenbeschichtung auf die l^estphase aufge- 
bracht sein. Geeignete Vorbeschichtungen sind beispiels- 
weise eine Polykieselsaurematrix oder/und eine Monosac- 
charidmatrix. Andere geeignete Vorbeschichtungen sind 
Partner eines spezifischen Bindepaares, beispielsweise 
Streptavidin/Avidin, auf die dann die eigentliche aktive 
Schicht aufgebracht wird. Die Bindung der hydrophoben 
odcr/und hydrophilen Gruppen an die Festphase bzw. die 
Bindung der hydrophoben oder/und hj^drophilen Beschich- 
tung an die Vorbeschichtung und die Bindung der Vorbe- 
schichtung an die l^estphase kann z. H. kovalent, z. H. durch 
Veresterung, adsorptiv oder iiber hochafflne Wechselwir- 
kungcn crfolgcn. Bei cincr besonders bcvorzugtcn Ausfiih- 
rungsfonii wird eine Vorbeschichtung bestehend aus Poly- 
kieselsaure und Monosaccharid auf eine Festphase, bei- 
spielsweise y-Eisenoxidpartikel mit einem Durchmesser im 
Nanometer- oder Mikrometerbereich aufgebracht. Diese 
Vorbeschichtung wird dann mit hydrophoben (iruppen, ins- 
besondere Alkylgruppen und ggf auch mit hydrophilen 
Gruppen, ausgestattet. Besonders gute Ergebnisse wurden 
mit Partikeln erhalten, die 10 bis 15% Alkylgruppen, insbe- 
sondere Octadecylgmppen pro Kieselsaure-Matrix (mol/ 
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mol) und 0,2%c Octadecylgruppen pro Monosaccharid-Ein- 
heit (mol/mol) aufweisen. 

Als Festphase kann jede dem Fachmann bekannte Fest- 
phase verwendet werden, wie elwa MikroLiLerplaUen, Ge- 
faBe, wie etwa Eppendorf-GefaBe, Greiner tubes, Nung 5 
Rohrchen etc. Bevorzugt werden als Festphase Feststoffpar- 
tikel mit einem Durchmesser > 1 nm bis < 1 mm einge- 
setzt, wodurch eine giinstige spezifische Oberflache pro 
Gramm Partikel zuganglich ist. Das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren erlaubt den Einsatz verschiedenster Festphasenmate- lo 
rialien. Bevorzugt wird als Festphasenmaterial Silica, ein 
Kunststoff wie etwa Polystyrol, oder ein magnetisches oder 
nriagnetisierbares Material verwendet und insbesondere y- 
Eisenoxid. 

Wcnn cine magnctlschc Festphase verwendet wird, kon- 15 
nen weitere Vorteile erhalten werden. Eine Magnetsepara- 
tion ist relativ einfach durchzufuhren und kann leicht auto- 
matisierr. werden. Wenn paramagnetische oder para- und fer- 
romagnetische Partikel als Festphase verwendet werden, 
kann zudcm ein Zusammcnklumpcn dcr FcststoflFpartikcl 20 
weiLer verininderL werden. Ublicherweise werden fur die 
magnetische Partikeltechnologie (z. B. der Firma Dynal, 
Oslo, Norwegen) kleine magnetische Partikel mit einem 
Durchmesser im nm- oder jim-Bereich verwendet, bei wel- 
chen das Problem des Verklumpens besonders stark ist. Die 25 
erfindungsgemaBe Aufreinigung kann aber ohne Verklum- 
pen durchgefuhrt werden, da den hydrophoben Gruppen in 
ausreichender Zahl hydrophile Gruppen, insbesondere Hy- 
droxylgruppen zur Seite gestellt werden. 

Die Anbindung von Nukleinsauren bzw. deren Salzen an 30 
besagte Oberflache wird erfindungsgemaB durch einen Bin- 
depuffer vermittelt. Dieser Bindepuffer enthalt ein Salz so- 
wie PolyethylenglykoL Als Salz w^ird bevorzugt ein Alkali-, 
Erdalkali- oder/und Ammoniumsalz ven^^endet, wretches als 
Kation, insbesondere ein Li-, Na-, K-, Rb-, Cs-, Fr-, Be-, 35 
Mg-, Ca-, Sr-, Ba-, Ra- oder/und NH4-Ion enthalt. Als 
Anion enthalt das erfindungsgemaB vcrwendetc Salz bevor- 
zugt ein Halogenidanion, insbesondere ein Chloridanion. 
Das verwendete Polyethylenglykol (PEG) weist bevorzugt 
eine mittlere Molmasse von 1000 bis 20000 gMol, insbe- 40 
sondere von 6000 bis 15000 g/Mol auf. 

Da die Viskositat mit steigendem PEG-Gehalt zunimmt, 
wird deni Bindepuffer bevorzugt ein Alkohol, insbesondere 
Methanol, Ethanol, Propanol und/oder Butanol, besonders 
bevorzugt Ethanol oder/und 2-Propanol zugegeben. Der Al- 45 
koholgehalt im Bindungspuffer kann bis zu 50 Gew.-% be- 
tragen, bevorzugt 30 bis 40 Gew.-%. 

Im allgemeinen wird fiir das erfindungsgemaBe Verfahren 
das Salz bevorzugt in einer Konzentration von < 5 mmol/1, 
insbesondere von 5 mmol/l bis 4 mol/1, insbesondere bis zu 50 
3 mol/1 und das Polyethylengtykol bevorzugt in einer Kon- 
zentration von 5 bis 40%, eingesetzt. Die angegebenen Kon- 
zentrationen an Salz und PEG sind finale Konzentrationen 
und beziehcn sich auf die Bindungsbedingungcn, d. h. auf 
das endgiiltige Gemisch, das Probe und Bindungspuffer und 55 
ggf. weitere Verdiinnungsmittel, wie etwa Wasser, umfaBt. 

VI it dem erfindungsgemaB en Verfahren ist es moglich, 
DNA iiber einen groBen Molmassenbereich zu immobihsie- 
rcn und aufzurcinigcn. Es ist sowohl mogUch, nur wenigc 
Basen groBe Einzelslxang-DNA aufzureinigen als auch 60 
mehrere 100 kb groBe Doppelstrang-DNA, insbesondere 
BACs, PACs und dgl. 

Nukleinsauren, die mit dem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren aufgereinigt werden konnen, umfassen z. B. Einzel- 
sU:ang-DNA, Doppelstrang-DNA, RNA, LNA sowie Nukle- 65 
insaure-Protein-, Nukleinsaure-PNA- und Nukleinsaure- 
Zucker-Adukte oder Komplexe. Bevorzugt werden Nukle- 
insauren inmiobilisiert, bei denen es sich um Amplifikati- 
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onsprodukte, bei spiels weise aus einer PCR-Reaktion, han- 
delt oder die durch Amphfikation mit Hilfe von Zellen, z. B. 
mittels einer Ubemacht-Kultur, erhalten wurden oder um 
Sequenzierreaktionsprodukte, Primer- Extensionsreaklions- 
produkte, Ligasekettenreaktionsprodukte, Restriktionsendo- 
nukleaseverdauprodukte, etc. Es konnen aber auch synthe- 
tisch hergestellle Nukleinsauren gebunden werden. 

Anhand der Konzentration der Bestandteile, insbesondere 
von Salz und PEG, laBt sich die selektive Anbindung der 
Einzel- und Doppelstrang-Nukleinsauren an besagte Ober- 
flache einsteUen. Dabei kann eine Selekti vital > 70%, ins- 
besondere > 80%' und besonders bevorzugt > 90% erzielt 
werden. liei einer Konzentration an einwertigen Kation en 
von 0,5 bis 4 mol/1, zweiwertigen Kationen < 5 mmol/1 und 
PEG < 15 Gcw.-% bindcn sclcktiv ds-Nuklcmsaurcn > 
80 bp auch in Gegenwart von ss-Nukleinsamen. Die Anbin- 
dung von ss-Nukleinsauren gelingt durch EinsteUen der 
Konzentration zweiwertiger Kationen > 5 mmol/1 und < 
100 mmol/1 und PEG von 10 bis 30 Gew.-%. Die Kombina- 
tion bcidcr Mcthodcn crmoglicht die sclcktivc Aufreinigung 
von ss- und ds-Nukleinsauren. Doppelstrang-Nukleinsauren 
lassen sich durch EinsteUen der Salz- und PEG-Konzentra- 
tionen innerhalb der zuvor genannten Bereiche auch nach 
GroBe fraktionieren. Fiir kleine Nukleinsauren, insbeson- 
dere DNA, hat sich die Verwendung einer finalen Kombina- 
tion an PEG von 15^0% (Gew./Gew.) und einem Salzge- 
halt von 10 bis 1000 mmol/1 als vorteilhaft en^desen. 

In einer weiteren Ausfuhningsform betrifft die Erfindung 
ein Verfahren zur Isolierung oder/und Aufreinigung von Nu- 
kleinsauren umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure enthaltenden L6- 

sung, 

(b) Inkontaktbringen der Nukleinsaure enthaltenden 
Losung mit einer Festphase, die hydrophobe und hy- 
drophile Gruppen auf der Oberflache aufweist, in Ge- 
genwart eincs Salzcs und Polyethylenglykol, wobci die 
Nukleinsaure an die Oberflache gebunden wird, 

(c) Abtrennen der Festphase von der Losung und 

(d) gegebenenfalls Ablosen der Nukleinsaure von der 
Festphase. 

Bei der bevorzugten Verwendung einer magnetischen 
Festphase ist das Abtrennen der Festphase von der Losung 
durch magnetische Mittel moglich und kann somit leicht au- 
tomatisiert werden. 

Die Festphase wird bevorzugt einmal vor ihrem liinsatz 
gewaschen. Abhangig von Anwendung und Oberflache 
kann z. B. zum Waschen der mit Wasser (bevorzugt 1 : 1) 
verdiinnte Bindungspuffer (BP) verwendet werden. Es kann 
auch eine Losimg von 0,5 mol/1 EDTA pH 8-9 eingesetzt 
werden. Wenn eine anschlieRende Analj^se der Probe beab- 
sichtigt ist, kann es sinnvoll sein, die Festphase mit mehre- 
rcn Puffcm zu waschen, u. a. auch mit einem Anmionium- 
acetat-Puffer. 

Eine weitere Verbesserung der Aufreinigung kann da- 
durch erhalten werden, daB die abgetrennte I'estphase, an 
deren Oberflache die Nukleinsaure gebunden ist, mit einer 
Puffcrlosung gewaschen wird, wclchc an die Festphase gc- 
bundene Verunreinigungen, nicht aber an die Festphase ge- 
bundene Nukleinsaure lost. Die Zusammensetzung der 
Waschlosung wird in Abhangigkeit der Anwendung und der 
Oberflache ausgewahlt. Als Waschlosung geeignet ist z. B. 
50-70% (voWol) Ethanol oder 2- Propanol, ggf. mit Zusat- 
zen von EDTA, CDTA und TRIS in milhmolaren Konzen- 
trationen. Falls die Probe anschlieBend mit Massenspektro- 
metrie analysiert werden soli, ist die Verwendung einer Am- 
moniumacetat enthaltenden Waschlosung in wenigstens ei- 



DE 199 43 

7 

nem Waschschritt bevorzugt, z. B. 0,05 bis 5 moL/l Ammo- 
niumacetat in 60 bis 80% Ethanol. Oftmals ist es auch vor- 
teiihaft, zur Aufreinigung mehrere Wasciischritte mit unter- 
schiedlichen Waschpuffern durchzufiihren. 

Die auf besagter Oberfliiche gebundenen Nukleinsaure- 5 
molekiile bzw. deren Salze werden bevorzugt mittels einer 
Elutionslosung abgetrennt, wobei als Elutionslosung jede 
Fliissigkeit verwendet werden kann, die die Nukleinsaure 
wieder von der Festphase ablest. Die Wahl der Elutionslo- 
sung hangt von der Art der verwendeten Oberflache und des lo 
Analyten sowie von der nachfolgenden Verwendung des 
Analyten ab. Bevorzugt werden als Elutionslosung bidestil- 
liertes Wasser, pTT 7 bis 8, eine waBrige TRLS Losung mit ei- 
ner TRIS-Konzentration von 1 bis 100 mmol/I, bevorzugt 
mit cincm pH-Wcrt von 7 bis 9, cine Formamidlosung, cin 15 
Loading Buffer fiir die Elektrophorese, eine Matrixlosung, 
z. B. 3-Hydroxypicolinsaure in Wasser (1 200mmol/l) fiir 
MAT.DT-MS etc. veru'endet. 

Eine magnetische Festphase kann nach Ablosung der Nu- 
kleinsaure wiedcrum mit magnctischcn Mittcln abgetrennt 20 
werden, wodurch eine voUstandige Autoiiiatisierung des er- 
findungsgemaBen Verfahrens erreicht werden kann. 

Die mit den erfindungsgemaBen Verfahren isolierten 
oder/und aufgereinigten Nukleinsauren konnen unmittelbar 
fur eine weitere Analyse, z. B. eine Massenspektrometrie 25 
(MS)-Analyse verwendet werden. Die bisherige aufwendige 
manueUe Reinigung iiber Saulen ist nicht erforderlich. Viel- 
mehr ist es moglich, eine hohe Anzahl von Proben kosten- 
gunstig und schnell fiir eine MS- Analyse, insbesondere eine 
MALDI-MS-Analyse oder eine ESI (Elektrospray-lonisa- 30 
tion)-MS-Analyse automatisch aufzureinigen. Dabei kon- 
nen insbesondere Begleitstoflfe, wie etwa Puffersubstanzen, 
Metallkationen, Primeriiberschusse, Peptide, Lipide, Deter- 
gentien und dgl. entfernt werden. Vorteilhafterweise wird 
die Nukleinsaure zur Durchfijhrung einer MALDI-MS-Ana- 35 
lyse in die Ammoniumform iibefuhrt, z. B. durch einen lo- 
ncnaustausch Na"*" gcgen NPLj"*", der durchgcfUhrt werden 
kann, wahrend die Nukleinsauren an die Oberflache gebun- 
den sind. Die Art der erfindungsgemaBen Anbindung er- 
moglicht also eine Reinigungsprozedur, d. h. die Nuklein- 40 
saure liegt in zuganglicher Form und nicht als Prazipitat vor 
Fiir eine Analyse mit MALDI-MS sind insbesondere kleine 
DNA-Molekule von InLeresse. ErfindungsgeniaB ist die 
Aufreinigung von kleinen DNA Molekiilen oberhalb einer 
MindestgroBe von ca. 5 Nukleotiden, insbesondere > 10 45 
Nukleotiden moglich. Mit dem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren werden die bei der MA Ll^ I- MS -Analyse st.orenden 
Komponenten, wie etwa Puffersubstanzen und Metallkat- 
ionen sowie evtl. vorhandene Primeriiberschusse effektiv 
abgetrennt. Die DNA-Molekiile werden zudem in die fur 50 
eine MALDI-MS-Analyse kompatible Ammoniumform 
iiberfuhrt. und konnen wahlweise in reinem Wasser oder in 
einer wassrigen Matrixlosung eluiert werden und somit di- 
rekt auf das MALDI- Target transfer! crt werden. Fine Modi- 
fikation der Zusammensetzung der Bindungs- und Wasch- 55 
puffer und der sequentielle Einsatz von Partikeln erlaubt es 
auch, groBere DNA-Molekiile von der Aufreinigung auszu- 
schlieBen, wodurch selektiv ein vorbestimmter Molmassen- 
bcrcich ausgcwahlt werden kann, z. B. > 60 bp und < 
100 bp. 60 

Durch Variation der Salz- und PEG-Konzentration ist es 
auch moglich, kleine OKgonukleotide, wie etwa Primer 
(ssDNA), Primer-Extensionsprodukte, effizient fiir eine 
Analyse mit MALDI-MS aufzureinigen. 

Ein weiLerer Vorteil isl der breite Volumenbereich, in dem 65 
mit dem erfindungsgemaBen Verfahren gearbeitet werden 
kann. Es sind Volumina von ml- bis zum oberen nl-Bereich 
moglich, insbesondere von < 10 ml, bevorzugt < 1 ml und 
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besonders bevorzugt < 100 |il und > 100 nl, bevorzugt > 
1 ,ul. Der Volumenbereich kann fiir die jeweilige Applika- 
tion eingestellt werden, wobei bei kleinem Volumen eine 
konzentrierle Probe erhalten wird. 

Weiterhin ist es moglich, erfindungsgemaB angebundene 
Nukleinsauren nach bekannten Verfahren zu sequenzieren. 
Die Sequenzierungsbedingungen von bekannten Verfahren 
stellen oftmals Elutionsbedingungen dar, d. h. wahrend der 
eigentlichen Sequenzierung ist die Nukleinsaure dann nicht 
an die Festphase gebunden. In einem solchen Fall ist es vor- 
teilhaft, fiir die Aufreinigung der Sequenzierprodukte nach 
AbschluB der Sequenzierreaktion wieder Anbindungsbedin- 
gungen, insbesondere durch /ugabe geeignet.er Puffer ein- 
zustellen. Fiir die Sequenzierungsreakdon und anschUe- 
Bendc Aufreinigung braucht die Festphase, insbesondere 
Beads, nicht abgetrennt werden. Es hat sich herausgestellt, 
daB die Festphasen, insbesondere Partikel, oftmals das zur 
Sequenzierung oft verwendete Thermocycling nicht unbe- 
schadet iiberstehen. In einem solchen Fall werden nach der 
Sequenzierreaktion ncuc, unverbrauchtc Beads zugcgcbcn. 

Die Erfindung uiiifaBt weiterhin ein Verfahren zur Syn- 
thetisierung von Nukleinsaiu'en, wobei erfindungsgemaB ge- 
bundene Nukleinsauren nach bekannten Verfaliren um min- 
destens 1 Nukleotid verlangert w^erden. Ein Beispiel fiir eine 
solche Reaktion ist die sog. Primer Extension Reaction, also 
die Verlangerung eines Primers (ssDNA) um mindestens 1 
Nukleotid. Die Verlangerung kann durchgefUhrt werden, 
wahrend die Nukleinsaure an die Festphase gebunden ist. 
Da aber auch bei der Verlangerung von Nukleinsauren oft- 
mals Bedingungen eingestellt werden, die Elutionsbedin- 
gungen entsprechen, kann auch hier das Verlangem stattfin- 
den, wahrend die Nukleinsaure nicht an die Festphase ge- 
bunden ist und die Anbindung der verlangerten Nuklein- 
saure dann anschlieBend dadurch wieder erreicht werden, 
daB nach der Verlangerungsreaktion Bindungsbedingungen, 
beispielsweise durch Pufferzugabe eingestellt werden. Die 
Festphase braucht wahrend der gesamtcn Reaktion nicht ab- 
getrennt zu werden. 

Die gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren immobili- 
sierten Nukleinsauren konnen auch verwendet werden, um 
selektiv weitere, nachzuweisende Molekiile, beispielsweise 
Nukleinsauren oder DNA- bindende Proteine zu binden und 
konnen des h alb in enLsprechenden Assays eingeselzt wer- 
den. Somit umfaBt die Erfindung auch ein Verfahren zum 
Nachweis eines Analyten in einer Probe, wobei man eine 
Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Festphase, die 
hydrophobe und hydrophile chemise he Clruppen aufweist, 
in Gegenw^art eines Salzes und Polyethylengtykols in Kon- 
takt bringt, wobei die Nukleinsauren an die Oberflache ge- 
bunden werden, anschliessend die gebundene Nukleinsaure 
aufweisende Festphase mit der Probe in Kontakt bringt und 
den Analyten fiber die fiindung an die gebundenen Nuklein- 
sauremolekule nachweist. 

SchlicBhch umfaBt die Erfindung auch einen Rcagcnzicn- 
kit zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens, 
der einen Salz und Polyethylenglykol enthaltenden Binde- 
puffer und eine festphase, deren Oberflache hydrophobe 
und hydrophile Gruppen aufweist. Bevorzugt enthalt ein 
solchcr Rcagcnzicnkit zusatzlich Wasch- und Elutionspuf- 
fer. 

Das erfindungsgemafie Verfahren wird durch die beige- 
fiigten Figuren und folgenden Beispiele weiter erlautert. 

Fig, 1 (bestehend aus Fig. la und lb) zeigt ein Agarose- 
gel von erfindungsgemaB aufgereinigten P(^R-Produkten 
sowie von PCR-Produkten, die unLer Verwendung von 
COOH-beschichteten Partikeln aufgereinigt wurden: 

Fig. la zeigt einen Ausbeutevergleich unter Verwendung 
eines NH4Cl-BindepufiFers (links) sowie eines NaCl-Binde- 
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puffers (rechts) fiir erfindungsgemaB aufgereinigte PCR- 
Produkte (C18/0H-Beads) sowie fur PCR-Produkte, die un- 
ter Verwendung von (^OOH-beschichteten Partilen aufge- 
reinigt wurden (COOH-Beads). 

Fig. lb zeigt einen weiteren Ausbeutevergleich mit 5 
NH4C1-Bindepuffer. 

Fig, 2 (bestehend aus Fig, 2a, 2b und 2c) zeigt die Isolie- 
rung und Aufreinigung von ssDNA und dsDNA mit dem er- 
findungsgemafien Verfahren fur eine MALDI-MS-Analytik: 

Fig. 2a zeigt das MALDI-Flugzeitmassenspektrum von lo 
erfindungsgemaB aufgereinigten PCR-Produkten mit 47 
bzw. 48 Basenpaaren. 

Fig. 2b zeigt. das MAT.l^I-l'lugzeitniassensepktruni eines 
erfindungsgemaB aufgereinigten PCR-Produktes mit 80 bp. 

Fig. 2c zeigt das MALDI-FIugzeitmasscnspektrum cincs 15 
erfindungsgemaB aufgereinigten 24 Nukleotide langen 
DNA Einzelstrangs. 

Bei MAT.DT werden bevorzugt einfach geladene Molekii- 
lionen der Spezies (M + H)"^, und daneben mit verringerter 
Haufigkcit auch doppclt gcladcnc Molckiilioncn dcr Spczics 20 
(M + 2H)^"' gebildet. PCR-Produkle werden bei der 
MALDI-Massenspektrometrie, sofern nicht besondere 
MaBnahmen ergriffen werden, aufgetrennt und in Form der 
Einzelstrange detektiert. Die Signale zueinander komple- 
mentarer Einzelstrange werden oft aufgrund geringer Mas- 25 
senunterschiede nur parLiell aufgelosL Die GroBe der PCR- 
Produkte laBt sich dennoch durch Vergleich der gemessenen 
mittleren Mas sen mit abgeschatzten oder aufgrund von be- 
kannten Sequenzen berechneten Werten bestimmen. Die (M 
+ II)"^-LSignale nicht abgetrennter Primer wiirden in den 30 
Spektren an den mit den Pfeilen gekennzeichneten Positio- 
nen registriert werden. 

Beispiele 

35 

Bei spiel 1 

dsDNA-Isolierung und Aufreinigung aus PCR (Polymerase- 
kettenreaktion) 

40 

Magnetische Partikel, deren Oberflache hydrophobe und 
hydrophile Gruppen aufweist, werden zunachst dreimal mit 
150 lA EDTA-Losung (0,5 mol/1, pH 8) durch magnetische 
Separation der Partikel und Verwerfen des Uberstandes ge- 
waschen. Nach dem letzten Wasclien werden die Partikel in 45 
EDTA-Losung aufgenommen und vermischt. Die Massen- 
konzentration betragt 20 mg/ml. 

Die zu untersuchenden Proben werden in einer Mikroti- 
terplatte (z. B. 96 well) vorgelegt. Zu 40 |il Probevolumen 
werden 40 yl Bindungspuffer (2,5 mol/L NaCl, 20% (Gew./ 50 
Gew.) PEG6000) und 10 jil der Partikelsuspension zugege- 
ben, vermischt und bei Raumtemperatur lOmin inkubiert. 

Die Mikrotiterplatte mit den Proben wird anschlieBend 
fiir 2 min in cine Magncthaltcmng gcstcllt, dcr Ubcrstand 
verworfen und die Partikel zweimal mit 150 liI Wasclipuffer 55 
(40% Ethanol) gewaschen und anschlieBend an Luft 2 bis 
5 min getrocknet. 

SchlieBlich wird die Mikrotiterplatte aus dem Magnethal- 
tcr cntnommcn und die Partikel in 20 ml Elutionspuffcr 
(1 uiuiol/1 Tris-HCL) resuspendiert und 5 min inkubiert. Die 60 
Mikrotiterplatte wird dann wiederum in die Magnethalle- 
rung gestellt und das Eluat nach 2 min abgenommen. 

Die im Eluat enthaltene DNA konnte ohne weitere Auf- 
reinigung fiir Konzentrationsbestimmungen, zu DNA-Se- 
quenzierung usw. verwendet werden. 65 
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Beispiel 

2 dsDNA-Isolierung und Aufreinigung aus Zellkultur 

Zellen aus einer Ubemachtkultur wurden pelletiert und 
der Uberstand verworfen. Das Zellpellet w^urde in 40 [il Re- 
suspendierungspuffer (50 mmol/1 Tris-HCl, pH 8,10 mmol/1 
EDTA, 100 jig/ml RNAse A) aufgenommen und vermischt. 
Dann wurden 40 ^1 Lysepufifer (200 mmolA NAOH, 1% 
(Gew./Gew.) SDS) zugegeben und vermischt. Nach Zugabe 
von 40 |j1 Neutralisierungspuffer (3 mol/1 KOAc, pH 5,5) 
und Vemiischen wurde 15 min bei 13.000 U/min zentrifu- 
giert. 

Der Uberstand wurde in eine frische Mikrotiterplatte 
transfcricrt. ErfindungsgcmaBc magnetische Partikel wur- 
den dreimal mit 150 |al EDTA-Losung (0,5 mol/1 pH 8) 
durch magnetische Separation der Partikel und Ven\^erfen 
des Uberstandes gewaschen. Nach dem letzten Waschen 
wurden die Partikel in EDTA-Losung aufgenommen und 
vermischt. Die Massckonzcntration bctrug 20 mg/ml. 

Zu 120 ,ul Probevolumen wurden 120 )il Bindungspuffer 
(2,5 mol/1 NaGl, 20% (Gew./Gew^) PEG 6000) und 10 jul der 
Partikelsuspension zugegeben. Nach M schen des Ansatzes 
wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Mikrotiterplatte mit den Proben wurde anschheBend 
fiir 10 min in eine Magnethalterung gestelll, der Uberstand 
verworfen und die Partikel zweimal mit 120 |al Waschpuffer 
(70% Ethanol, 10 mmol/1 Tris-HCl, pH 8,1 mmol/1 EDTA) 
gewaschen und anschlieBend an der Luft 5 min getrocknet. 

Die Mikrotiterplatte wurde dann aus dem Magnethalter 
genommen und die Partikel in 50 .ul Elutionspuffer 
(1 mmolA Tris-HCL, pH 8) resuspendiert, 5 min inkubiert 
und die Platte dann wieder in den Magnethalter gestellt und 
das Eluat nach 2 min abgenommen. 

Die im Eluat enthaltene DNA konnte ohne weitere Auf- 
reinigung fiir Konzentrationsbestimmungen, DNA-Sequen- 
zicrung usw. verwendet werden. 

Beispiel 3 

Ausbeutevergleich 

Fig. 1 zeigL das Agarosegel von aufgereinigten 100 bp 
PCR-Produkten. Die Aufreinigung wurde zum einen gemaB 
der Erfindung und zum anderen unter Verwendung von 
COOH-beschichteten Partikeln (vgl. US-Patent 5,705,628) 
durchgefuhrt. Den PCR-Produkten wurden vor der Aufrei- 
nigung 100 ,umol einer 32 Nukleotide groBen ssDNA zuge- 
geben. Wie man aus der Abbildung des Agarose-Gels sehen 
kann, wurde die gewiinschte Nukleinsaure in gereinigter 
Form erhalten und unerwiinschte Substanzen inklusive der 
32 Nukleotide ssDNA abgetrennt. Weiterhin ist die Aus- 
beute beim erfindungsgem^en Verfahren deutlich hoher als 
den COOH-bcschichtctcn Partikeln. 

Beispiel 4 

AufreinigungsprotokoUe 

Zur Aufreinigung von Doppelstrang DNA (vgl. Fig. 2a 
und 2b) wurden PCR-Reaktionen jeweils in 40 |il Reakti- 
onsvolumina in 96iger Titerpktten durchgefiihrt. Magne- 
tische Partikel wurden vor Gebrauch magnetisch separiert, 
wobei iiberstehende Losung abpipetiert und die Partikel in 
einem Aliquot des BindungspulTers resuspendiert wurden. 
Nach AbschluB der Amplifikationsreaktion wurden zu je- 
dem ReaktionsgefaB 5 ^1 der Suspension der magnetischen 
Partikel zugegeben, gefolgt von 50 ill Bindungspuffer und 
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zwar fur die PCR-Produkte mit 47/48 bp (vgL Fig. 2a): 
1,5 M NH4Cl/40mM MgCb in 40% (Gew./Gew.) PEG 
6000/60% ((}ew./Gew.) H9O und fiir das PC:R Produkt mit 
80 bp: 2,5 M NH4C1 in 30% (Gew./-Gew.) PEG 6000/70% 
(GewYGew.) H2O. 5 

Die resultierende Suspension wurde gut durchmischt und 
10 min stehengelassen. Danach wurden die Partikel magne- 
tisch separiert, der t Jberstand abpipetiert und durch 105 pi 
65% (vol/vol) Ethanol/35% (vol/vol) H2O (Waschlosung 1) 
ersetzt. Durch Umsetzen der GefaBe wurden die magne- 10 
tischen Partikel zweimal durch die Waschlosung bewegt. 
AnschlieBend wurde der IJberstand nacheinander durch 115, 
125 und 135 fil 1,5 M Ammoniuniacetat, in 30% (vol/vol) 
H2O, 70% (vol/vol) Ethanol ersetzt, wobei die Partikel je- 
wcils fiinfmal durch die ncuc Waschlosung 2 bewegt wur- 15 
den. Die Uberstande wurden jeweils verworfen. SchlieBIich 
wurden die Partikel zweimal mit 145 |il 80% (vol/vol) Etha- 
nol/20%; (vol/vol) H2O (Waschlosung 3) gewaschen, wobei 
die Partikel jeweils zweimal durch die Losung bewegt wur- 
den. Nach Abpipctticrcn dcs Ictztcn Ubcrstandcs wurden die 20 
Partikel zum Abdaiiipfen des verbliebenen Ethanols 10 min 
an Luft stehen gelassen. AnschlieBend wurden die Partikel 
in 5 f-il 1 mM Tris-HCl, pH 7,5 (Elutionslosung) resuspen- 
diert. Nach 10 min wurden die Partikel magnetisch abge- 
trennt und 0,5 pi des TJberstandes auf einen frischgereinig- 25 
ten MALDI-ProbenLrager LiberfuhrL und dorL mil 0,5 jil Ma- 
trixlosung (200 mM 3-Hydroxypicolinsaure in 30% (vol/ 
vol) Acetonitril/70% H2O (vol/vol)) vermischt. Nach Ab- 
dampfen des Losungsmittels wurde die Probe in einen Bru- 
ker Reflex II MALDI-Mugzeitmassenspektrometer analy- 30 
siert. 

Zur Aufreinigung der Einzelstrang-DNA (vgl. Fig, 2c) 
wurden 10 pniol eines 24 Nukleotide langen Oligodeoxyri- 
bonukleotids in 40 ,ul PCR-Reaktionslosung vorgelegt und 
hierzu 5 pi der Suspension der magnetischen Partikel (in 35 
Bindepuffer) gegeben, gefolgt von 50 pi Bindepulfer (1,5 M 
NH4GI/4O mM MgCl2 in 35% (Gcw./Gcw.) PEG 6000/30% 
(vol/vol) Ethanol. Die Waschprozedur unterschied sich von 
der obigen darin, daB die erste Waschung ausgelassen wurde 
und die Waschlosung 2 durch 100 mM Ammoniumacetatin 40 
30% (vol/vol) H2O/70% (vol/vol) Ethanol ersetzt wurde. 
Die Elution und anschUeBende Analyse des aufgereinigten 
Produkts wurden wie oben beschrieben durchgefiihrL. 

Patentanspriiche 45 

1. Verfahren v.um Anbinden von Nukleinsauren an 
eine Festphase, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Fest- 
phase, die hydrophobe und hydrophile Gruppen auf der 50 
Oberflache aufweist, in Gegenwart eines Salzes und 
Polyethylenglykols in Kontakt gebracht wird, wobei 
die Nukleinsauren an die Oberflache gebunden werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gckcnnzcich- 
net, daB besagte Oberflache Alkyl- oder Arylgnippen 55 
als hydrophobe Gruppen aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Alkylgruppen ausgewahlt werden aus Cg- 
Alkyl, C Alkyl und Mischungcn davon. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 60 
durch gekennzeichnet, daB die Oberflache Hydroxyl- 
gruppen als hydrophile Gruppen aufweist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Fest- 
phase um Festpartikel handelt. 65 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Festphase ma- 
gnetisch ist. 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem Salz 
um ein Alkali-, Erdalkali- oder/und Ammoniumlialo- 
genid handelt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB ein Polyethylengly- 
kol mit einer mitderen Molmasse von 1000 bis 
20000 g/mol zugegeben wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz in einer fi- 
nalen Konzentration von < 5 nrnidUi bis 4 mol/1 ver- 
wendet wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Polyethylengly- 
kol in einer flnalcn Konzentration von 5 Gcw.-% bis 
40 Gew.-% verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der 
Nukleinsaure um DNA handelt. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 

spruche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der 
Nukleinsaure um Amplifikationsprodukte handelt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB selektiv Einzel- 
strang- oder Doppelstrang-Nukleinsauren gebunden 
werden. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Nuklein- 
saure in einem Bereich von > 5 Nukleotide bis < 
1000 Nukleotide selektiv hinsichtlich der GroBe ge- 
bunden wird. 

15. Verfahren zur Isolierung oder/und Aufreinigung 

von Nukleinsauren umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure enthaltenden 
Losung, 

(b) Inkontaktbringen der Nukleinsaure enthalten- 
den Losung mit cincr Festphase, die hydrophobe 
und hydrophile Gruppen auf der Oberflache auf- 
weist, in Gegenwart eines Salzes und Polyethy- 
lenglykol, wobei die Nukleinsaure an die Oberfla- 
che gebunden wird, 

(c) Abtrennen der Festphase von der Losung und 

(d) gegebenenfalls Ablosen der Nukleinsaure von 
der Festphase. 

16. Verfahren nach Anspmch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Festphase magnetisch ist und das Ab- 
trennen der l^estphase von der Losung durch magne- 
tische Mittel erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die in Schritt (c) abgetrennte Fest- 
phase mit einer Puflferlosung gewaschen wird, welche 
an die Festphase gebundene Verunreinigungen, nicht 
aber an die Festphase gebundene Nukleinsauren lost. 

18. Verfahren nach cincm der Anspriiche 15 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Ablosen der Nuklein- 
saure in Schritt (d) mittels einer Elutionslosung durch- 
gefiihrt. wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB von der Festphase abgc- 
loste Nukleinsaure und die Festphase mit magnetischen 
Mitteln getrennt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB die gewonnene Nuklein- 
saure einer massenspektrometrischen Analyse unterzo- 
gen wird. 

21. Verfahren zur Bestimmung der Nukleotidsequenz 
einer Nukleinsaure umfassend die Scliritte: 

(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Fest- 
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phase gemaB dem Verfahren nach Anspruch 1 und 

(b) Sequenzieren der Nukleinsaure nach bekann- 
ten Verfahren. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, weiterhin uiiifassend 
den Schritt 5 

(c) Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte. 

23. Verfahren zur Synthetisierung von Nukleinsauren 
umfassend die Schritte 

(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Fest- 
phase gemaB dem Verfahren nach Anspruch 1 und 10 

(b) Verlangern der Nukleinsaure um mindestens 
ein Nukleotid nach bekannten Verfahren. 

24. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer 
Probe, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Nuklein- 
sauren cnthaltende Losung mit einer Festphasc, die hy- 15 
drophobe und hydrophile Gruppen auf der Oberflache 
aufweist, in Gegenwart eines Salzes und Polyethylen- 
glykols in Kontrakt bringt, wobei die Nukleinsauren an 
die Oberflache gebunden werden, anschlieBend diese 
Festphasc mit der Probe in Kontakt bringt und den 20 
Analyten uber die Bindung an die gebundenen Nukle- 
insauren nachweist. 

25. Reagenzienkit zur Durchfiihmng eines Verfalirens 
gemaB einem der Anspruche 1 bis 24 umfassend: 

(a) einen Bindepuffer, der ein Saiz und ein Poly- 25 
elhylenglykol enthalL und 

(b) eine Festphasc, die hydrophobe und hydro- 
phile Gruppen auf der Oberflache aufweist. 

26. ReagenzienJdt nach Anspruch 25, weiterhin um- 
fassend, 30 

(c) einen Elutionspuffer, mit dem an diese Ober- 
flache gebundene Nukleinsaure abgelost werden 
konnen, 

(d) einen Waschpuffer, mit dem an die Festphasc 
gebundene Verunreinigungen abgetrennt werden 35 
konnen. 
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